Processing of electrochemical metallothionein signals from Brdicka reaction by Dvořáček, Jiří
  
 
VYSOKÉ UČENÍ TECHNICKÉ V BRNĚ 
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY 
 
FAKULTA ELEKTROTECHNIKY A KOMUNIKAČNÍCH 
TECHNOLOGIÍ 
ÚSTAV BIOMEDICÍNSKÉHO INŽENÝRSTVÍ 
FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND 
COMMUNICATION 
DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING 
ZPRACOVÁNÍ ELEKTROCHEMICKÝCH SIGNÁLŮ 
METALOTIONEINU Z BRDIČKOVY REAKCE 




AUTOR PRÁCE Jiří Dvořáček  
AUTHOR 
VEDOUCÍ PRÁCE  Ing. MARTIN VALLA 
SUPERVISOR  











Tato práce se zabývá problematikou průběhu Brdičkovy elektrochemické reakce a 
možnostmi jejího popisu a zpracování naměřeného katalytického signálu. První část 
práce se zabývá úvodem do problematiky, samostatným vznikem této reakce, objevení 
vlastností metalotioneinu, funkcí v lidském těle, možnostmi popisu a aplikací shlukové 
analýzy na naměřený elektrochemický signál metalotioneinu z Brdičkovy reakce a 
detekci zvoleného vrcholu. V druhé části je na základě požadavků zhotoven program 
umožňující vyhodnocení Brdičkovy reakce pracující na základě dvou detekcí 
z načteného signálu. 
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This thesis deals with the Brdička electrochemical reactions and the possibilities of 
description and processing of metallothionein. The first part deals only marginally, an 
introduction to the subject, a separate occurrence of this reaction, the discovery of the 
properties and functions of metallothionein in the human body, describe the possibilities 
and applications of cluster analysis on the measured electrochemical signal of 
metallothionein Brdička reactions and detection of the selected peak. The second part is 
based on requests made program to evaluate response Brdiča working on the basis of 
two detection signals from within. 
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Po statické stránce světové úmrtnosti je nejčastější příčinou úmrtí ve vyspělých zemích 
kardiovaskulární onemocnění následované onemocněním nádorovým. 
Nádorová onemocnění jsou v ČR druhou nejčastější příčinou úmrtnosti. Ročně 
umírá na nádorová onemocnění více než 27 tisíc osob, což představuje 23 % z celkové 
úmrtnosti. Nádorová onemocnění jsou rovněž druhou nejzávažnější příčinou 
nemocnosti ekonomicky aktivní části obyvatelstva. Ročně je evidováno 33 tisíc případů 
pracovní neschopnosti způsobené onemocněním rakovinou. Příčiny vysoké úmrtnosti a 
ekonomických ztrát spočívají jednak v narůstající incidenci, jednak v pozdějším záchytu 
příznaků nádorových onemocnění. ČR zaujímá přední místo v celoevropských 
statistikách v incidenci rakoviny. Problémem rakoviny a její včasným nalezením se 
zabývá Světová organizace (WHO). Jedním z hlavních bodů, tohoto programu je 
Screening a včasná diagnostika nádorových onemocnění. Pokud detekujeme nádor 
v časném stádiu, je mnohem větší úspěšnost, že následná léčba přinese větší úspěch u 
pacientů trpících tímto onemocněním. Do boje proti rostoucí incidenci zhoubných 
nádorů se zapojilo i Ministerstvo zdravotnictví ČR a Česká onkologická společnost 
vyhlášením programu zaměřeného na pokles výskytu zhoubných onemocněni v české 
populaci. Tento program je zaměřen na zlepšení včasné diagnostiky onemocnění, včetně 
hledání případných nových nádorových markerů. V dnešní době je také kladen důraz na 
automatizaci a správné vyhodnocení výsledků, což vždy nemusí být splněno. Po 
změření hodnot není vždy výsledek zpracován kvalifikovaným pracovníkem, který by 
se zabýval vyloženě touto tématikou, a tak v některých případech může dojít až, 




1 NÁDOROVÁ ONEMOCNĚNÍ 
1.1 Vznik nádoru 
Nádorové onemocnění (rakovina) se může vyskytnout prakticky u všech více 
buněčných organismů, to jsou například rostliny či živočichové. Laboratorní průkazy 
nádorových onemocnění se v odborné literatuře objevují již od poloviny 19 století. 
 Rychlost růstu a množení buněk je velice přísně řízený biologický proces 
zajišťující, aby se jednotlivé buňky množily přesně podle specifických požadavků 
konkrétního organizmu. Pokud ovšem tato podmínka není splněna, buňka se začíná 
množit nekontrolovaně. Takto vzniklá populace buněk, které neodpovídají na přirozené 
signály tlumící růst, vytvoří nádor. Buňky, které se takto rychle množí, představují pro 
lidské tělo jistou zátěž, co se týče místa, kde rostou. [3] 
1.2 Benigní a maligní nádory 
Podle způsobu šíření nádorových buněk a jejich chování v lidském těle můžeme rozdělit 
nádory na benigní a maligní. Rozdílné šíření je dáno hlavně kvůli enzimatické výbavě a 
vlastnostech povrchu buňky. 
Benigní nádory (nezhoubné) rostou pomaleji, než nádory maligní. Jejich povrch 
není natolik změněn jako u normálních buněk, a proto pouze expandují do okolí. Tyto 
nádory většinou rostou pomalu a jejích prostor je ohraničen a nezasahují do okolní 
tkáně, ale tím jak rostou, mohou způsobovat potíže stlačováním okolních tkání. Pokud 
takový nádor roste v uzavřeném prostoru. Nejzávažnější je růst nádoru v mozku nebo 
páteřním kanále, tam jsou buňky trvale poškozeny. Toto poškození se může projevit 
jako  poruchy krevního oběhu, dýchání, pohybového ústrojí. Jsou, ale obvykle dobře 
chirurgicky odstranitelné. 
Pokud, ale dojde i ke změně funkce a morfologie takovýchto buněk, vzniká nádor 
maligní. Tento nádor je charakteristický snahou pronikat do svého okolí, to se nazývá 
invazivní růst, dále se rozšiřuje také krevním řečištěm formou metastáz. Metastázování 
nádoru je tvorba dceřiných patologických ložisek, které se dále rozvádějí po těle 
do různě vzdálených míst, kde opět začnou bujit. Tento nádor není přesně ohraničen 
3 
 
jako benigní nádor a proto je těžké urči rozšíření v tkáni. [3], [4] 
2 METALOTHIONEIN 
Metalothionein je protein. Tento protein byl objevený zhruba před padesáti lety 
americkými vědci Margoshesem a Valleem. Metalothionein náleží do skupiny 
metaloproteinů, které jsou široce rozšířeny v živočišné říši, dokonce byly podobné typy 
proteinů popsány i u bakterií, rostlin a hub. Jedná se o nízkomolekulární (6–10kDa)1 na 
cysteiny bohaté proteiny, které neobsahují žádné aromatické aminokyseliny. Asi 30 % 
jeho hmotnosti tvoří aminokyselina cystein, která vytváří charakteristické rysy 
metalothioneinu. [6] 
2.1 Funkce metalothioneinu 
Přesná funkce MT v lidském těle není doposud přesně známa, a proto je poměrně 
složité ji definovat. V dnešní době bylo ověřeno jeho zapojení do různých 
patologických i fyziologických procesů. Za hlavní obecnou funkci MT se má účast na 
metabolismu kovů. Detoxikace těžkých kovů a sledování regulace buněčného prostředí 
zinku a mědi. Díky těmto vlastnostem a buněčnému vývoji nám zajišťuje ochranu proti 
gama, UV a RTG záření, souhrně nazývanou jako oxidativní stres. [5] 
2.2 Chemický popis  
Doposud bylo objeveno několik fyziologických funkcí metalothioneinu. A to, že je 
významný přenašeč iontů kovů. Největší afinitu2 má k mědi, ale nejčastěji váže zinek, 
čímž se velmi intenzivně zapojuje do homeostáze3 těchto iontů v organismu. Při 
intoxikaci jinými těžkými kovy jako kadmium, olovo, či rtuť, dokáže tyto kovy navázat 
(za uvolnění zinku), a tím je pro buňku zneškodnit. Následná detoxikace poté proběhne 
pravděpodobně v ledvinách. MT má také významnou antioxidativní roli. Vytváří 
                                                 
1
  Da – Atomová hmotnostní konstanta 
2
 Afinita – označuje určitou příbuznost, blízkost nebo vzájemný vztah 
3
 Homeostáze – samočinné udržování hodnoty nějaké veličiny na přibližně stejné hodnotě 
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oxidačně redukční dvojici, která reguluje výskyt volných kyslíkových radikálů.  
Vytvářejí tak redukční prostředí, které pomáhá chránit nukleové kyseliny, fosfolipidové 
membrány a proteinové aparáty buňky před ionizujícími účinky vysokoenergetického 
záření a chemo-oxidačním působením toxických činidel. [5], [6] 
2.3 Metalothionein a nádorová onemocnění 
Koncentrace metalothioneinu se v organizmu zvyšuje za mnoha různých 
fyziologických či patologických podmínek. Souvislosti mezi hladinou metalothioneinu 
a rakovinou jsou na samém počátku zkoumání. Nejnovější výzkumy ovšem naznačují, 
existenci vztahu mezi množstvím metalothioneinu a rychlostí rozvoje zhoubného 
nádoru. [7], [8] 
3 BRDIČKOVA REAKCE 
Brdičkovu metodu objevil Rudolf Brdička v 30. letech 20. století. Brdičkova metoda 
funguje na principu polarografie, kterou se zabýval i český významný chemik Jaroslav 
Heyrovský, který byl za tuto práci oceněn Nobelovou cenou. 
Při jednom ze svých pokusů, kdy se Rudolf Brdička zabýval polarografickým chováním 
solí kobaltu. Zaměnil používaný roztok želatiny za krevní sérum. Ve výsledku 
pozoroval zajímavé změny ve velikosti naměřených signálů a došlo i k naměření zcela 
nových signálů. Tyto nově naměřené hodnoty pojmenoval jako katalytické signály. 
Jedná se o katalyzované vylučování vodíku na rtuťové kapkové elektrodě některou částí 
molekuly bílkoviny. Byl to Brdička, který zjistil, že vodík se vylučuje ze sulfhydrylové 
skupiny. Protože se jedná o katalytický proces, je tato metoda citlivá. Nebylo však zcela 
zřejmé, které proteiny byly podle vypracované metodiky stanovovány. Po provedení 
dalších testu se zjistilo, že tyto signály jsou odezvou na charakteristickou aminokyselinu 
cystein. Po použití cystinu což jsou dva chemicky spojené cysteiny. Bylo možno 
pozorovat dvakrát vetší odezvu. V dnešní době je tato metoda známá jako Brdičkova 
reakce. 
Tento objev se Rudolf Brdička snažil uplatnit a využít v medicíně, neboť zjistil 
přibližné chování této látky. Pokud použil krevní sérum, u kterého se s jistotou vědělo, 
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že se jedná o zdravou krev bez nádorových buněk. Výsledný signál na polarogramu 
vzrostl, pokud ovšem bylo použito krevní sérum pacienta s detekovaným nádorovým 
onemocněním, došlo ke snížení signálu na polarogramu. Této vlastnosti se rozhodl 
využít a pojmenoval tuto metodu jako denaturační test.  
Protože se jednalo o metodu, kdy ke krevnímu séru je přidán hydroxid draselný, má za 
následek srážení obsažené bílkoviny (odborný název denaturace) v krevním séru a poté 
jsou hodnoty zobrazovány na polarografu. 
Tuto metodu již bylo možno použít v medicíně pro nespecifikovanou diagnostiku u 
pacienta s nádorovým onemocněním. Jednalo se o významný objev, protože v tehdejší 
době ještě nebyly k dispozici žádné moderní již zcela běžné vyšetřovací metody. Ani 
klinická biochemie neměla moc možností v této oblasti, důsledkem byla neznalost a 
nemožnost použití v bioanalitické diagnostiky a využití markerů u pacienta. [9], [10] 
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4 ZPRACOVÁNÍ VOLTAMOGRAMU  
4.1 Chemický popis voltamogramu metalothioneinu 
 Výsledkem elektrochemické analýzy pomocí Brdičkovy reakce jsou proudové 
odpovědi. Samotné stanovení metalothioneinu se obvykle realizuje při negativních 
potenciálech a měření se většinou provádí v potenciálovém rozsahu od 0 V do 1,6V. 
Samostatná reakce je složitá a velká její část je katalytického původu. První pík 
můžeme již naměřit v hodnotě kolem 0,2V, kde probíhá první redukce komplexu Co. 
Další redukční pík CO2 je zaznamenán na hodnotě 1,0 V. Celý tento redukční proces 
probíhá na povrchu rtuťové elektrody, kde je katalyzován vylučovaným vodíkem. Celá 
tato redukce je ovlivněná přítomností SH skupiny proteinů. Tyto proteiny mezi, které 
patří peptidy a bílkoviny, způsobují zmenšení maximální hodnoty proudu v píku CO2 a 
vznik jednoho nebo dvou nových píku proteinu. Na potenciálové ose se vyskytují 
v oblastech 1,2V až 1,5V. Bylo prokázáno, že za vznikem této reakce stojí sulfidové 
skupiny (proteinů, peptidů i jednodušších látek) ve spojení s komplexy iontů kobaltu. 
Za první katalytický signál, (pík Cat1) je pravděpodobně odpovědná redukce  
R(SH)2 komplexu, která probíhá kolem 1,35 V. Hodnota proudu se mění v závislosti na 
teplotě, proto se můžeme domnívat, že jde o difůzí4 řízený proces. Výška píku 
katalytických signálů odpovídá koncentraci metalothioneinu v analytu. Koncentrace 
musí být dostatečná vůči analyzovanému metalothioneinu, aby signál redukovaného 
komplexu RS2Co (pík Cat1) mohl narůstat úměrně s koncentrací proteinu. Poslední 
signál (Cat2) je výsledkem redukce vodíkových iontů, který je přímo úměrný hladině 
metalothioneinu ve vzorku.  
Veškeré okolnosti ohledně mechanismu elektrodového procesu Brdičkovy reakce 
není dodnes přesně popsán, má se za to, že v katalytickém procesu hraje významnou 
roli komplex Co2 s proteinem. [10], [11] 
 
                                                 
4
 Difůze – proces rozptylování částic v prostoru 
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4.2 Technický pohled na voltamogram metalothioneinu 
Standardní voltamogram MT (obrázek 4.1), se skládá z šesti hlavních píků. Pří započetí 
skenování je nárůst celkem pozvolný bez výraznějších změn růstu. První pík (1) 
charakterizuje strmý růst do záporných hodnot, má spíše ostrý charakter podobně jako u 
EKG záznamu vlna R. Šířka píku je v řádech V (0,2 V). Následuje zhruba stejně rychlí 
pokles, jako nárůst. K zastavení poklesu (pík 2) dochází ve třech čtvrtinách velikosti 
prvního píku a nastává opětovný nárůst. Třetí pík (3) je menší o třetinu předešlého, doba 
trvání a strmost náběhu je téměř totožná s píkem prvním. Vrchol třetího píku není tak 
ostrý, je více zakulacen. Následuje, strmí narůst, do kladných hodnot. Zde se nachází 
pík (4). Doba trvání v těchto hodnotách je řádově setiny V. Poté dochází k depolarizaci 
do záporných hodnot. Následující pík (5) nabývá pozvolna a doba trvání je 0,15 V. Po 
tomto píku následuje opět depolarizace, narůst je zde minimální (6). Každý 
voltamogram MT je rozdílný a nabývá odlišných hodnot na základě mnoha faktorů. 
Mezi tyto faktory patří například použit elektrolyt a jeho chemické vlastnosti, 
zkoumaný materiál a další prvky. 
 
Obrázek 4.1: Voltamogram bažanta  
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4.3 Matematický popis voltamogramu metalothioneinu 
Další možnosti popisu grafu (obrázek 4.1) jsou následující. Ve voltamogramu 
hledáme podobnosti s některými geometrickými obrazci, které nám popisují dané části 
grafu. Princip je následující, graf si rozdělíme na určité úseky, segmenty, ve kterých 
kmatematicky.  Pokud takto zpracujeme jednotlivé segmenty voltamogramu, můžeme 
se tak přiblížit k odhadu tvaru na základě výpočtu. Takto zhotovený matematický model 
složený z jednotlivých částí můžeme dále aplikovat na další naměřené voltamogramy, a 
tím zlepšit detekci daného úseku, který hledáme. 
Výsledná aplikace na graf MT by mohla být následující: 







-1,15 -1,05 -0,95 -0,85 -0,75 -0,65
 
Obrázek 4.2: Proložení funkcí polynomická regrese (výřez obrázku 4.1) 
Počáteční body rostoucí do záporných hodnot proložíme funkcí plynomická 
regrese, tím se zbavíme výkyvů a nepřesnosti v měření, k navazujícímu segmentu, ve 
kterém je pík, využijeme geometrický tvar elipsy a tím definujeme jeho tvar na základě 
dosazení čísel do rovnice elipsy. V celém průběhu rovněž sledujeme úhly a sklony 







Obrázek 4.3: Vložení elipsy do píku (výřez obrázku 4.1) 
Po změření dostatečného počtu jednotlivých vzorků a vyhodnocení statistik by 
nemělo docházek k záměně, mezi jednotlivými matematickými modely aplikovaných na 
voltamogram různých druhů, protože každá skupina má svoji charakteristickou 
matematickou rovnici. 
Jedním z dalších možných popisů, které můžeme aplikovat na graf voltamogramu 
je hodnocení plochy pod grafem. Opět by se pracovalo na podobném principu jako 
v předchozím případě, zde již bychom nemuseli rozdělovat graf na přesně dané 
segmenty podle zakřivení, kvůli hledání podobností s geometrickými obrazci, ale stačilo 
by rozdělit graf na několik jednodušších části, popřípadě pracovat s celkem. Záleželo by 
na oblasti na, kterou jsme zaměřeni. Poté pomocí určitého integrálu vymezit oblast 
výpočtu plochy a po této aplikaci spočítat celkovou plochu k dané ose. Tím získat 
výsledné hodnoty plochy pod grafem a statisticky zpracovat. Lze také použít vhodné 
programové prostředí (MATLAB), kde lze přímo za pomocí vhodné funkce okamžitě 
dostat výsledek plochy. 
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Výsledná aplikace na graf MT by mohla být následující: 
 
 
Obrázek 4.4: Plocha pod grafem (výřez obrázku 4.1) 
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4.4 Voltamogram elektrolytu a standardů 
metalothioneinu 
Tento vzorový graf nám ukazuje koncentraci MT v krvi. Kontrolní vzorek krve 




Obrázek 4.5: AdTS DP voltamogramy [10] 
 
Čárkovaná čára je použitý základní elektrolyt, plná čára nám zobrazuje záznam        
1µM metalothioneinu. Počáteční potenciál 0,35V, konečný potenciál 1,8V, modulační 
čas 0,057s, časový interval 0,2s, potenciálový krok 1,05mVs−1, modulační amplituda 
250mV, Eads = 0V, čas akumulace metalothioneinu byl 120s, základní elektrolyt 1mM 
Co(NH3)6Cl3 v amonném pufru (pH 9,6). [10] 
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4.5 Vektorová kvantizace  
Výsledný voltamogram z Brdičkovi reakce můžeme charakterizovat parametry, kde 
každý parametr má svůj vektor hodnot. 
Ze všech možných možností vektoru, které mohou nastat, je sestavena kódová kniha. 
Nastat ovšem může nekonečný počet možností, a proto kvůli další výpočtům, které by 
byly, velmi složité si vybereme pouze omezený počet. Abychom mohli pracovat 
s těmito hodnotami, musíme převést průběhy signálů na posloupnosti indexů. To je 
provedeno následovně tak, že jsou postupně nahrazeny všechny vektory popisující 
voltamogram indexy vektorů z kódové knihy podle zvoleného kritéria. [12] 
5 ANALÝZA A KLASIFIKACE 
CHARAKTERISTIK 
5.1 Cyklická smyčka 
Cyklická smyčka je výpočetní metoda, kterou aplikujeme na naměřený voltamogram. 
Nejprve se musí zvolit délka okna, z kterého se budeme cyklická smyčka počítat. 
Například zvolená délka okna může být tři, hodnota délky okna je zcela libovolná. To 
znamená, že výpočet začne od první až po třetí funkční hodnotu průběhu funkce a určí 
z něj první vektor. Touto metodou vyhodnotíme celou křivku až po konečnou hodnotu. 
Tím nám vznikne řada hodnot. Vzorec, který aplikujeme, vypadá následovně. 





 nxnxnx    (1) 
Symbol v tomto případě x znamená pozici. Přiřazená závorka tomuto symbolu značí 
polohu bodu, s nímž budeme pracovat. x(n-1) vezmeme hodnotu o jednu pozici níže. 
x(n) hodnota rovna dané pozici. x(n+1) hodnota o jednu pozici dále, než předchozí. 
Tímto vzorcem určujeme, které číslo je vhodné zapsat do výsledného vektoru podle 
zvolené podmínky, tato podmínka nám slouží k tomu, jakou hodnotu chceme detekovat. 
Díky této metodě si celou smyčku přepíšeme na jednotlivé vektory s, kterými jsme dále 
schopni pracovat v další výpočetní metodě. 
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Obrázek 5.1: Princip cyklické smyčky 
 
5.2 Shluková analýza  
Shluková analýza je metoda skládající se z mnoha různých výpočetních postupů 
jejich cílem je roztřídění objektů do skupin (shluků) tak, aby si jednotlivé rozložené 
objekty uvnitř jedné skupiny byly co nejvíce podobné, dle zvoleného kritéria. Objekty 
patřící do jiných skupin si byly zase co nejméně podobné. Míra podobnosti může 
v ideálním případě nabývat hodnot z intervalu čísel 0, kdy jsi objekty, nejsou vůbec 
podobné nebo 1, to jsou si maximálně podobné. Ve shlukové analýze se ovšem počítá 
spíše s nepodobností objektů. Jednou z takových metod je měření vzdálenosti mezi 
objekty. Vybereme například dva body. Tyto body charakterizuje jejich vzdálenost, čím 
jsou si blíže, tím jsou si více podobné.  
Shlukovou analýzu můžeme rozdělit na dvě skupiny a to podle cílů, ke kterým směřují 
ve výsledku. Prvním typem je hierarchická a druhým nehierarchická shluková analýza. 
Prvním typem je hierarchická shluková analýza. K hierarchickému shlukování lze 
přistupovat ze dvou stran. Rozlišujeme přístup divizní (vycházíme z celku, jednoho 
shluku, a ten dělíme) a aglomerativní (vycházíme z jednotlivých objektů, shluků o 
jednom členu, a ty spojujeme). Hierarchické shlukování nabízí více alternativních 
řešení, celý proces shlukování je pak možné vyjádřit dendogramem. Pro nehierarchické 
metody je společné to, že shlukovací proces má charakter posloupnosti rozkladů 
množiny objektů do několika podmnožin takovým způsobem, aby bylo splněno určité 
kritérium. Pro náš případ jsme zvolily hierarchickou metodu shlukování. 
Nejpoužívanější metodou pro sestavení matice dat jsou metody založené na vzdálenosti. 
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Pro výpočet vzdálenosti podobnosti mezi objekty využíváme metriky. V našem případě 



















Kde δ(r,s) představuje, metriku přiřazených dvou vektorů o stejném počtu prvků, x(ri) 
je poloha prvního bodu, x(si) reprezentuje polohu druhého bodu a konstanta p je 
přiřazený charakteristický znak. 
Shluková analýza pronikla do mnohých odvětví a jedním z těchto je i například 
biologie. Věda zabývající se touto problematikou se nazývá fylogenetika, zde se 
uplatňuje formou fylogenetických stromů. Tyto stromy se zabývají vývojem druhů 
organismu v historickém sledu (evoluční teorií). Zkoumají různé posloupnosti událostí, 
které měli za následek vznik dnešní množiny druhů. [15] 
 
Obrázek 5.2: Náhodně vygenerované shluky 
Z použitých dat jsou náhodně vygenerované ukázkové shluky z většího počtu 
měření dvou druhů. K této ukázce bylo použito programové prostředí MATLAB. 
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Obrázek 5.3: Shluk bodů dvou druhů (červeně – křepelka, modře bažant), (výřez obrázku 4.1) 
 
5.3 Detekce vrcholů  
Při detekci vrcholů využijeme vlastnosti shlukové analýzy a rozdělíme si data dle 
zvolených kritérii do shluků, jednotlivých množin. Zvolený typ shlukové analýzy bude 
hierarchické shlukovaní, což je systém podmnožin, kde průnikem dvou podmnožin 
(shluků) je buď prázdná množina, nebo jeden z nich. Pokud nastane alespoň jednou 
druhý případ, je systém hierarchický. K správné detekci potřebujeme také znát 
podobnost objektu. Zde může nastat problém ve vyjádření vzájemné podobnosti a 
kvantitativním vyjádření této podobnosti. Proto musíme zvolit vhodný předpis 
přiřazující každé dvojici objektu číslo. Toto číslo potom budeme považovat za míru 
podobnosti objektu, tak, aby byly splněny určité podmínky. Tyto podmínky jsou: 
Dvojce objektů se nesmí rovnat a být menší jak nula. 
Jako vhodný způsob pro vyjádření podobnosti vztahů mezi objekty jsou metriky, které 
vycházejí z geometrického modelu dat, a proto jsou bezpečným způsobem výpočtu. 
V této situaci použijeme Euklidovu metriku. Tato metrika nám měří vzdálenost mezi 
body vložením přímky. Na základě výpočtu vzdálenosti, rozhodne, zda ještě bod do 
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daného shluku patří či nikoliv. Rozhoduje se na základě parametrů, které zadáme jako 
podmínku. [15], [16] 
6 PROGRAMOVÁ ČÁST 
Cílem následujících kapitol je realizace vhodného programu k základnímu zpracování 
Brdičkovy reakce. Program by měl obsahovat základní prvky, jako jsou načítání 
surových naměřených dat elektrochemických signálu metalotioneinu a jejích zobrazení 
ve vhodném grafickém výstupu. Po případě další funkce, které by byly vhodné 
aplikovat ke kvalitnímu zisku informací a následovnému vyhodnocení těchto 
naměřených signálů v praxi. Program je vytvořen na základě požadavků Mendelevovy 
univerzity v Brně.  
V této části práce vycházíme již z hotového programu se základní funkcí detekce 
vrcholu a s načtením surových dat. Tato základní verze bude dále rozpracována a 
rozšířena o další funkční prvky popsané v následující části práce. 
 
Obrázek 6.1: Základní verze programu 
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6.1 Zpracování signálu v programu 
Jako vhodné hodnotící parametry vstupních naměřených dat elektrochemických signálu 
metalotioneinu bylo zvoleno hned několik prvků. Prvním základním prvkem je výstup 
v grafickém okně. Kde se nachází vizuální část programu. Křivka s vyznačenými 
relativními píky, odfiltrovaná od špatně naměřených signálů, s vyznačenými body. 
Druhým základním prvkem je baseline detekce vyznačující námi vybraný pík ve 
zvolených souřadnicích hodnot proudu a napětí. Tato detekce je opět zobrazena jako 
výstup v grafickém okně. Dalšími prvky je volba výběru zpracování vstupních dat a tím 
získat objektivnější možnosti při porovnání a hodnocení změny signálu. Dále se 
zabýváme zpracováním plochy pod grafem a změnou rozsahu zvolené šířky dat 
v oblasti, která nás nejvíce zajímá. Vyhodnocené data jsou poté zaznamenány do 
příslušných tabulek. Samozřejmostí u těchto tabulek je export naměřených dat do 
Microsoft excel a tím je umožněno další statistické zpracování. 
 
6.2 Vstupní data  
Na vstupu pracujeme se soubory s příponou dat. Data obsahují 3 řádkovou hlavičku 
s parametry těchto dat.(např. počet vzorků). A se sloupci hodnot. První sloupec tohoto 
souboru obsahuje hodnoty napětí, následující sloupce obsahují naměřené hodnoty 
proudu. Naměřená data, která jsou aplikovány v programu při zpracování jsou o rozsahu 
šesti sloupců, z čehož první sloupec udává hodnoty napětí a zbývajících pět sloupců  












Ukázka vstupních dat (1-10 řádek): 
 
Segment = Mereni Var = 0 Npts = 522 Nrep = 5 Ramp = 0 Shape = neg. 
U/V R0/A R1/A R2/A R3/A R4/A 
-0.7 -7.30292E-9 -3.29902E-9 4.36881E-11 -2.08916E-11 2.07627E-9 
-0.7020142 -7.25923E-9 -3.57343E-9 -1.93057E-10 -2.35324E-10 1.49062E-9 
-0.7040284 -7.40671E-9 -3.45215E-9 -2.93472E-10 -3.2565E-10 1.26908E-9 
-0.7060426 -7.54496E-9 -3.34442E-9 -3.91507E-10 -4.14603E-10 1.06161E-9 
-0.7080569 -7.67397E-9 -3.25024E-9 -4.87162E-10 -5.02183E-10 8.68205E-10 
-0.7100711 -7.79374E-9 -3.16961E-9 -5.80437E-10 -5.88389E-10 6.88871E-10 
-0.7120853 -7.90427E-9 -3.10252E-9 -6.71332E-10 -6.73222E-10 5.23607E-10 
-0.7140995 -8.00556E-9 -3.04899E-9 -7.59846E-10 -7.56681E-10 3.72412E-10 
-0.7161137 -8.09761E-9 -3.00901E-9 -8.45981E-10 -8.38767E-10 2.35287E-10 
-0.718128 -8.18043E-9 -2.98257E-9 -9.29736E-10 -9.1948E-10 1.1223E-10 
 
 
6.3 Popis funkce programu  
Program je realizován v programovém prostředí Matlab jako m-file, společně s GUI 
(Graphical User Interface) - grafickým uživatelským prostředím.  
Program byl zhotoven ve verzi Matlab 7.9.0529(R2009). Tato verze obsahuje některé 
nové prvky, kterými starší verze nedisponují, a tudíž může při použití ve starší verzi 
dojít k špatné funkčnosti programu nebo selhání některých výpočetních a zobrazovacích 
prvků. Tento software vychází z předchozího modelu uvedeného v kapitole 6. 
Před spuštěním programu je žádoucí vymazat paměť Matlabu. Po spuštění 





Obrázek 6.2: Program po spuštění 
 
 
6.4 Načtení dat do programu  
K tomu abychom mohli načíst data zmáčkneme tlačítko pod názvem ,,Načtení dat‘‘ 
,toto tlačítko nám umožňuje otevřít soubor z vybraného adresáře v počítači a načíst 
vybrané data ze souboru tak, aby bylo s nimi možné dále pracovat.  
 
6.5 Výběr filtru 
  Po načtení dat zvolíme ve vedlejším výsuvné liště pod názvem ,,Výběr zpracování 
signálu‘‘ filtr nebo metodu, ze které budeme vycházet pro další postupy zpracování 
výpočtů. Máme na výběr z 3 možností, tyto možnosti jsou následující:  
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 Průměr druhů – Jednotlivé načtené signály druhu se zprůměrují a zobrazí na 
výstupu v grafickém okně. 
 Filtrace nulováním spektra – Na průměru druhů se provede Fourierova 
transformace, ta ořízne měřící šumy a provede inverzní Fourierovu 
transformaci, s následujícím odříznutím imaginární složky 
 Pásmová propust  
 
 
6.6 Zobrazení dat  
Načtená data se nám zobrazí v 5 oknech z 9 menších oknech v závislosti na šířce 
vstupních dat. Každé z těchto menších oken reprezentuje 1 signál ze vstupních dat, to 
znamená sloupec s napětím (pro všechny sloupce proudu společný) v závislosti na 1 ze 
sloupců proudu. Zde se zobrazují křivky jednotlivých druhů bez úpravy filtrací. (Čistý 
naměřený signál). 
Každé malé zobrazovací okno disponuje tlačítkem radiobutton (Obrázek:6.3 
zvýrazněn žlutou barvou), které nám umožňuje selekci signálu, který se z nějakého 
důvodu nehodí pro celkový výpočet a zobrazení. Tím důvodem může být špatně 
naměřený signál nebo pouze volba zobrazení jednoho typu, z několika signálu. Po 
označení tlačítka radiobutton zvolíme nežádoucí signál popřípadě signály, které se nám 
nehodí do výpočtu a znovu zmáčkneme tlačítko ,,Zobrazení dat‘‘, celý počáteční 
výpočet proběhne znovu a výsledný graf bude zobrazen na výstupu bez nežádoucích 
signálů spolu se všemi příslušnými výpočty. Okno s označeným radiobuttonem se 
vymaže pro lepší názornost, že není brán v potaz ve výpočtu, při opětovném odznačení 
a zobrazení dat se okno znovu vykreslí.  
Ve spodní části je umístěno tlačítko pro zobrazení všech vzorků současně. Zde 
stačí zatrhnout příslušné tlačítko vedle grafu. 
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Obrázek 6.3: Zobrazení jednotlivých signálů 
 
Zároveň se zobrazí v hlavním okně křivka vypočítaná z vybraného filtru a se 
zvýrazněnými píky (Obrázek 6.4), které jsou označeny kolečkem a jejich pozice na x 
ose značící napětí a y ose značící proud, tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce „Detekce 
vrcholu“. (Obrázek 6.5). Detekce píku je počítána z volitelného nastavení detekčního 
prahu (Obrázek 6.6), ten umožnuje nastavit výšku hodnoty prahu od, kterého proběhne 
detekce píku. Tím zamezí detekci píku, které jsou nežádoucí nebo naopak snížení prahu 
pro zobrazení níže položených píku. Po nastavení výšky požadované hodnoty opět 
zmáčkneme tlačítko ,,Zobrazení dat‘‘ pro opětovné vykreslení s nově nastavenými 
parametry. Tlačítko zobrazení dat nám umožňuje vykreslit výsledek pokaždé, co 
provedeme nějakou změnu u nastavovaných parametru a chceme ji opětovně vykreslit 
na grafický výstup.  
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Obrázek 6.4: Průměr druhu s proběhlou a vypočítanou detekci píku 
 
Z tohoto hlavního grafu dále počítáme plochu pod grafem, výsledek se zobrazuje 
v patřičném textovém poli.(Obrázek 6.6). 
                   
 
Obrázek 6.5: Detekce vrcholů 
 






6.7 Baseline detekce  
Baseline detekce je jednou z dalších možností detekce zvoleného píku v námi 
definované oblasti a získání tak dalších dat k statistickému vyhodnocení. Získaná data 
jsou následující: poloha píku na x a y ose tím získáme hodnoty napětí a proudu, délku 
píku (výška baseline detekce) a koncentrace metallothioneinu v daných signálech. 
Baseline detekce pracuje na principu hledání minimálních hodnot píku v daném 
intervalu, po nalezení těchto dvou píku jsou propojeny úsečkou. Této úsečky je 
vztyčena další úsečka, směřující k vrcholu píku, kde je označen příslušný vrchol.  
 
 
Obrázek 6.7:Baseline detekce z průměru druhů 
 
Celý tento proces spustíme příslušným tlačítkem ,,Baseline detekce ze všech 
druhů‘‘ (Obrázek 6.7). Tuto funkci je možné nastavit tak, aby odpovídala příslušné 
křivce dvěma parametry, nacházející se v též oblasti. Těmito parametry jsou minimální 
a maximální hodnoty šířky okna ze, které probíhá výpočet baseline detekce. Lze si tak 
upravit a nastavit přesný vrchol píku a docílit tak přesnějších hodnot pří této detekci pro 
následující výpočty vypisující se v tabulce.(Obrázek 6.8). Rozdílem oproti detekci 
z cyklické smyčky je, že baseline detekce je počítána k úsečce a cyklická smyčka k ose 





Obrázek 6.8:Panel Baseline detekce  
 
 
Obrázek 6.9: Tabulka hodnot pro pík -1,5[V]  
 
Na stejném principu pracuje i další tlačítko obsažené v tomto panelu pod názvem 
,,Baseline detekce jednotlivých druhů‘‘ Zde proběhne detekce na načtených signálech 
v devíti grafických oknech. Pro každý signál je detekce vyhodnocena zvlášť a poté 
zobrazena v daném okně signálu (Obrázek 6.10). Vypočítané výsledky se zaznamenají 
do příslušné tabulky, jako v předešlém případě. Hlavní výhodou je možnost porovnání 
jednotlivých signálů vůči sobě a baseline detekci z celkového průměru všech signálů. 
Tabulka obsahuje shrnutí obou detekcí, kdy do prvního sloupce se zapisují hodnoty 
s detekce píku pro vrchol -1.5V a do ostatních zbývajících hodnoty baseline detekce 
jednotlivých signálů i jejích zpracované verze přes zvolené filtry. 
První hodnotou zapisující se do tabulky je poloha píku na x ose ta je zde hlavně 
kvůli baseline detekci, protože detekce píku z cyklické smyčky má svoji vlastí tabulku 
do, které se hodnoty zapisují. Výška píku, platí totéž co pro polohu píku s rozdílem, že 
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zde pracujeme s y osou značící proud. Přepočet 1 a 2 jsou kroky k poslednímu výpočtu, 
který nám počítá koncentraci metalotioneinu v krvi druhu z obou provedených detekcí. 
Výpočet je prováděn, jak z baseline detekce tak z detekce píku. Díky načtení dat ze 
souborů tak můžeme porovnávat koncentrace metalothioneinu u různých organických 
druhů a jednotlivých fyziologických částí těla. Například projev chování u sleziny 
potkana a sleziny bažanta. 
Tabulka obsahuje i tlačítko pro export dat do souboru excel. Stačí zadat příslušnou 
stranu uložení a zmáčknout tlačítko. Dojde k uložení a zapsání názvu souboru plus 
veškeré popisky související s tabulkou. 
 
Obrázek 6.10: Baseline detekce na jednotlivých signálech  
 
Obrázek 6.11: Tabulka baseline detekce jednotlivých signálů 
 
6.8 Panel pro zobrazení intervalu napětí  
Tlačítko je umístěno v panelu rozsah napětí a je pouze jen doplňkovou funkcí k baseline 
detekci a výpočtu plochy pod grafem. Umožňuje zobrazit interval od první zadané 
hodnoty na ose x po druhou zadanou hodnotu na ose x napětí. Pracuje s daty vybranými 
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na začátku, vykresluje průběh ze zvoleného filtru.  
Princip je následující, po načtení dat a vybrání filtru si zadáme první hodnotu 
napětí a druhou hodnotu napětí (Obrázek 6.11), pokud zadáme neodpovídající hodnotu 
nebo číslo jsme varování k opravě hodnoty. Po zmáčknutí tlačítka ,,Rozsah napětí‘‘ se 
vykreslí zvolená oblast (Obrázek 6.12). Této funkce leze využít při baseline detekci kdy 
nemusíme zobrazovat celou křivku ale pouze část, která nás nejvíce zajímá, totéž platí i 
při určení plochy pod grafem. 
 
 
Obrázek 6.12: Rozsah napětí 
 







6.9 Ukázka a interpretace reálných signálů v programu 
Při tvorbě a zpracování tohoto programu se kladl důraz na funkčnost, relativní 
jednoduchost a přehlednost při práci a analýze získaných dat. Základem je zřetelnost a 
maximální zisk informací, které by umožnily a usnadnily tak práci s těmito daty. Na 
základě tohoto principu byl získaný plnohodnotný výsledek s možností další statistické 
úpravy popřípadě možnost porovnání s ostatními měření. 
Tento program byl testován i na skutečných měřených datech, která provedla 
Mendelova zemědělská a lesnická univerzita v Brně. Základem testů bylo pozorováno 
chování koncentrace metalothioneinu v závislosti na fyziologickém druhu a testované 
oblasti (části těla) tohoto druhu. Z naměřených dat vyplívá, že koncentrace a vzhled 
křivky se výrazně mění na testované oblasti daného druhu. Například na křivce potkana 
kde byla testována oblast srdce (srdečních buněk), je křivka velmi názorná a přehledná 
z čehož vyplývá přesná detekce a zjištění příslušných parametrů (Obrázek 6.14). 
 
Obrázek 6.14: Potkan, srdce  (průměr druhu) 
 
Při dalším měření u téhož druhu byla měřena oblast mozku. Zde je vidět (Obrázek 
6.15), že příslušná křivka není tak názorná jako v předešlém případě a je obtížné i 
provedení správné detekce na tomto signálu. Vhodné je například použít filtr nebo 
signál předzpracovat vhodnou metodou z výběru zpracování v programu. Co nejlépe 




závislé na správnosti provedení měřeni, kdy jsou data získána. 
 
Obrázek 6.15:Potkan mozek (průměr druhu) 
Ukázka hotového programu po zpuštění a načtení vstupních dat. 
 
 




 V úvodu práce je popsána oblast Brdičkovy reakce, její průběh a popis VA 
charakteristiky. Vznik a jaké uplatnění má v dnešní medicíně. Z toho vyplývá 
pozorování vlastností metalothioneinu z této reakce. Dále následuje rešerše různých 
alternativ popisu, mezi tyto alternativy patří proložení grafu vhodnou funkcí nebo popis 
plochy pod grafem a aplikace na další naměřené katalytické signály a s tím spjata 
detekce zvoleného vrcholu. Z těchto zjištěných informací dále vycházíme a na základě 
nich realizujeme vhodný program pro zpracování této katalytické reakce. Program byl 
ověřen na několika reálných signálech. Základem programu je detekce píku za pomocí 
cyklické smyčky, baseline detekce a matematický popis plochy pod grafem. Pro 
analytické zpracování jsou výsledky ukládány do tabulek s možností extrakce dat. 
Program bude představen na konferenci pod názvem Pracovní setkání fyzikálních 
chemiků a elektrochemiků (11th Workshop of Physical Chemists and Electrochemists) zde 
budou prezentovány možnosti a funkce programu v praktickém využití. 
 Do budoucna je možné program dále rozšířit o funkci načtení a zpracování většího 
počtu dat k provedení shlukové analýzy. Jedná se o hierarchickou metodu shlukování, 
pracující s Euklidovou metrikou. Tuto metodu lze využít jako další funkční možnost při 
detekci většího počtu píku a jejich zařazení do zvolené skupiny druhu. Z této metody 
vyplývá možnost jednotlivé signály řadit do skupin shluků a poté porovnávat tyto 
shluky mezi sebou. Lze tak lépe pozorovat rozdílné chování koncentrace 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
MT – metalotionein 
AdTSV – adsorptivní přenosová rozpouštěcí voltametrie 
 
PŘÍLOHY 
Příloha (1) – CD 
Obsahuje veškeré soubory nutné pro spuštění vypracovaného programu na PC s platnou 
instalací programu Matlab 7.9.0529(R2009) (není součástí obsahu CD). Dále pak 
Bakalářskou práci v elektronické podobě. Obsahuje tyto adresáře: 
Bakalarska_prace  – zde jsou textové dokumenty bakalářské práce. 
Program – obsahuje zdrojový kód pro zpracování Brdičkovy reakce a 
předpřipravený soubor typu Microsoft Excel pro zápis výsledků měření. 
Data – program k zpracování elektrochemických signálů metalotioneinu 
z Brdičkovy reakce a vzorová naměřená data k použití v programu. 
Příloha (2) – Zdrojový kód 
Každé funkční tlačítko výše uvedeného programu má svoji specifickou funkci a 
využití ve zpracování dat V této části práce se budeme zabývat popisem zdrojového 
kódu jednotlivých tlačítek. 
 
Zdrojový kód funkce radiobutton: 





Tyto proměnné se budou používat v celém rozsahu programu. 
 
Předdefinování Radiobuttonů na nulu při stisknutí tlačítka data. 
global radiobutton1 
radiobutton1=(get(handles.radiobutton1, 'Value'));  
 
Ke každému radiobuttonu byl vytvořen tento příkaz, který čte jeho hodnotu (která 
nabývá 0 nebo 1). 
 [radky, delka]=size(data) 
 
Tento řádek programu zjistí velikost matice data. 




Tento cyklus se v programu už nacházel, byla provedena jen změna proměnné 
druh1 na nově vytvořenou proměnnou drh. V proměnné druh1 se nacházely celá data, 
v nově vytvořené proměnné se nacházely už jen data určená pro výpočet, které uživatel 










    if (radiobuttony(m)==0 ) 
        drh(:,poz)=druh1(bazanti(:,m)); 
        poz=poz+1; 
    end 
end 
 




Zdrojový kód funkce načtení dat: 




Zde se nám načítají data z požadovaného souboru a zároveň proběhne zápis 
proměných do názvu tlačítka a výpis cesty k souboru do textového pole. 
 
DELIMITER = ' ' 
HEADERLINES = 3 
newData1 = importdata(FileName, DELIMITER, HEADERLINES) 
 







Zdrojový kód funkce zobrazení dat: 
zacatek=522 
konec=1 
  % zde se orezava začátek 
cas = data(konec:zacatek,1) 
prumer_druhu=zeros(length(data(konec:zacatek,2)),1) 
%Následně se data oříznou, zprůměrují 
druh1 = data(konec:zacatek,2:end)*-1 
 
Zde se vstupní data ořezávají a jsou nastaveny do proměnných, k dalšímu 
zpracování. Zároveň se data průměrují. Na tuto část navazuje následující výběr 
možnosti filtru pro předzpracování signálu. Výběr filtrace pracuje na principu přepínač 
,kdy zvolíme filtr a pracujeme s ním.  
 
Zdrojový kód funkce výběr zpracování signálu: 
switch get(handles.popupmenu2,'Value')    
      case 1 
         vybrany_filtr=prumer_druhu; 
     case 2 
        vybrany_filtr=filtrovany_prumer_druh; 
     case 3 




Pod stejným tlačítkem zobrazení dat se nachází i detekce vrcholů. Předzpracovaná 








Zdrojový kód cyklické smyčky: 
x=vybrany_filtr; 
maxima=zeros(length(x),1); 
for n = 2 : length(x)-1; 
    if  (x(n-1) < x(n)) && (x(n) > x(n+1)) 
        maxima(n)=x(n); 
    end 
end 
 
Zdrojový kód Baseline detekce: 
vz1=druh1(:,1);    
[AminimumI,Aindex] = min(vz1(v1:v2));AminimumU=cas(Aindex+v1); 
[BminimumI,Bindex] = min(vz1(v2:v3));BminimumU=cas(Bindex+v2); 
% casy a proudy 
N=[AminimumU BminimumU]; 
M=[AminimumI BminimumI]; 
% BASELINE DETEKCE 
zac=0;x=cas;y=vz1; 
%Rovnice úsečky    
k=(M(2)-M(1))/(N(2)-N(1)); %Y=kx+q; k=Y/x 
q=M(2)-k*N(2);MAXI=0;                    
for n=Aindex+v1:Bindex+v2; % Hledání píku 
    Y=k*x(n)+q; 
    if(MAXI<(y(n)-Y)) 
        MAXI=y(n)-Y;A(1)=x(n);B(1)=y(n);A(2)=x(n); B(2)=Y; 
   end 
 
 
